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摘要 :【 目 的) 克隆 牢 乔 Antheraea pernyi 4 & 3& - 9x, B& ( trehalose-6-phosphate synthase，TPS) 基 因 ， 
并 对 其 进行 组 织 表 达 分 析 , 探 讨 该 基因 在 析 蛋 滞 育 肾 解除 滞 育 过 程 中 的 衣 达 规律 ,为 阐明 析 蛋 滞 育 
期 间 碳 水 化 合 物 代谢 规律 与 晴 灌 育 解除 的 关系 提供 数据 支持 。[【 方 法 ] 利 用 PCR 及 3'RACE 技术 
从 桦 蛋 幼虫 脂肪 体 组 织 中 克隆 得 到 TPS 基因 ,并 进行 生物 信息 学 分 析 ;RT-PCR 4838 3 AL EE 
幼 野 各 组 织 中 的 表达 分 布 ,进一步 采用 Real-time PCR Apk Air 58S TET uev GRE EE 
肪 体 组 织 和 血 淋 巴 中 的 表达 量 交 化 。【 结果 克隆 获得 株 乔 海 汪 糖 合成 酶 基因 并 命名 为 ApTPS。 
其 开放 阅读 框 长 2 487 bp ,编码 828 个 氨基 酸 ,蛋白 预测 分 子 量 为 93. 19 kD ,等 电 点 (pI)4.61; 无 信 
号 肽 ,无 跨 膜 区 。 有 蛋白 质 亚 细胞 定位 预测 该 蛋白 定位 于 细胞 质 中 ;有 蛋白质 结构 域 分 析 表 明 ,ApTPS 
有 两 个 保守 功能 区 :TPS( 第 22 -497 位 氨基 酸 ) 和 TPP( 第 532 -772 位 氨基 酸 )。 组 织 特异 性 分 析 
KH, ApTPS XE ERAH RR ES ARP RGA E dg LER ALA P, ApTPS 在 脂肪 体 和 血 淋 
巴 中 的 表达 量 均 有 所 升 高 , 且 显著 高 于 对 照 组 (已 <0.05) ,但 血 淋 巴 中 表达 量 的 升 高 滞后 于 脂肪 
体 。【 结 论 】 结 果 提 示 ApTPS 参与 了 桦 看 肾 滞 育 中 碳水 化 合 物 代 谢 调控 并 在 其 中 发 挥 重要 作用 ,与 
YEA NES REIR A I. 
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Changes in the expression of trehalose-6-phosphate synthase gene in 
Antheraea pernyi ( Lepidoptera: Saturniidae ) during pupal 


diapause termination 
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Abstract: [Aim] This study aims to clone the trehalose-6-phosphate synthase ( TPS) gene in Antheraea 
pernyi, to analyze its tissue distribution, and to profile the expression patterns of the gene during diapause 
termination so as to provide data support for clarifying the relationship between carbohydrate metabolism 


and diapause termination in diapause pupae of A. pernyi. [Methods] The TPS gene was cloned from the 
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fat body of A. pernyi larvae using PCR and 3' RACE technology, and the putative amino acid sequence 
was analyzed by bioinformatics methods. The expression pattern of the gene in different tissues of A. 
pernyi larvae was analyzed by RT-PCR. The relative expression levels of the gene in haemolymph and fat 
body in the process of diapause termination of A. pernyi larvae were measured using real-time PCR 
technology. [Results] The TPS gene of A. pernyi was cloned and named ApTPS. It has an open reading 
frame ( ORF) of 2 487 bp, encoding 828 amino acid residues. The encoded protein is estimated to be 
93.19 kD with an isoelectric point ( pl) about 4. 61, and has no signal peptide and transmembrane 
region. Subcellular localization analysis indicated that ApTPS targets to cytoplasm. Homology search 
showed that ApTPS has two conserved domains; TPS (22 —497 amino acids) and TPP (532 -772 amino 
acids). Tissue-specific mRNA expression profiling showed that ApTPS was mainly expressed in the fat 
body of A. pernyi larvae. In the process of diapause termination, the expression levels of ApTPS in both 
haemolymph and fat body were up-regulated and significantly higher than those in the control groups 
(P «0.05). The elevated expression of the gene in the haemolymph , however, occurred later than that 
in the fat body. [ Conclusion] The results suggest that ApTPS participates in the regulation of 


carbohydrate metabolism and plays a significant role in diapause process of A. pernyi pupae. There is a 


close relationship between ApTPS expression and the diapause termination of A. pernyi pupae. 


Key words: Antheraea pernyi; | diapause; 


diapause termination 








为 适应 复杂 多 变 的 生存 条 件 , 度 过 周期 性 的 不 
利于 生存 的 外 界 环境 ,昆虫 在 进化 过 程 中 形成 了 多 
种 应 对 措施 , 其 中 包括 昆虫 的 沛 育 (diapause) o Yii 
育 是 一 种 不 能 发 育 的 生理 状态 , 当 不 利 环境 到 来 之 
前 ,昆虫 接受 某 些 信号 刺激 ,触发 内 环境 的 相应 变 
化 ,主动 分 止 发 育 , 当 接 受到 特定 信号 刺激 后 又 会 解除 
T EPA Tauber and Tauber, 1976; Hodek, 1996) 。 昆 
虫 进 入 沛 育 后 ,发 育 极其 绥 慢 , 呼 气 量 微弱 ,体内 含水 
量 降低 , 抗 逆 性 增强 ,各 种 激素 及 相应 的 代谢 机 制 发 
生变 化 。 这 些 特征 利于 昆虫 度 过 极端 环境 并 且 最 终 
达到 与 生殖 活动 一 致 ( 赵 草 武 和 黄 永 平 ，1995 ) 。 

昆虫 沛 育 可 分 为 卵 沛 育 SPD NEAN ES 2] 83 
沛 育 . 晴 沛 育 及 成 虫 沛 育 等 类 型 ( 徐 卫 华 ，2008 ) 。 
ins AWN ,昆虫 体内 生理 生化 发 生 一 系列 的 变化 , 尤 
其 是 体内 海江 糖 含量 的 变化 对 沛 育 的 影响 很 大 
( Nomura and Ishikawa, 2001) J BE di — Rh JE X^ 
原 性 双 糖 ,广泛 存在 于 微生物 .植物 及 无 硝 椎 动物 
中 , 它 既 是 一 种 贮藏 性 糖 类 ,又 可 参与 应 激 代 谢 ,是 
昆虫 主要 的 血糖 成 分 (Chung, 2008), Eb Je "E dii 
育 , 海 菏 糖 积累 ,成 为 主要 保护 剂 及 稳定 剂 以 保证 昆 
虫 免 受 不 恨 环 境 侵害 ( 唐 斌 等 , 2014) 。 海 党 糖 主要 
在 昆虫 脂肪 体 中 合成 ,再 释放 到 血 麻 巴 中 y EBW- 
6-EE RA DNE (trehalose-6-phosphate synthase, TPS ) 
TE TEE ROBES o rPoEe S EEJ (Chung, 2008) 。 目 前 
C Æ E R RIE Drosophila melanogaster , 甜菜 夜 蛾 


















































trehalose-6-phosphate 


synthase; gene expression; 


Spodoptera exigua , Ti 45 rà Helicoverpa armigera 和 日 
Tf KE Sogatella furcifera 等 多 种 昆虫 中 克隆 获得 
TPS 基因 (Chen et al., 2002; Xu et al., 2009; Tang 
et al., 2010; 张 道 伟 等 , 2012) , 褐飞虱 TPS 基因 在 
脂肪 体 中 表达 量 相 对 较 高 ,整个 发 育 过 程 中 其 表达 
量 相 对 稳定 (Chen et al., 2010), (HZ I® Delia 
antiqua Ñi Ej IMMEN S AM P TPS 基因 的 表达 量 却 
TETE2E RE NOSE HERE T3 N, iie rp TPS 基因 的 
表达 量 清 育 前 期 较 高 ELA B Jes KAR, i 3 Jes 289] C 
有 所 上 升 (至 源 和 等 , 2013)。 相 似 的 变化 规律 在 棉铃 
虫 中 也 有 所 报道 (Xu et al., 2009) ,表明 海藻 糖 在 昆 
虫 沛 育 过 程 中 供应 能 量 , 同 时 也 在 抵抗 不 恨 环 境 中 
发 挥 作用 。 

FEA Antheraea pernyi JRH H ( Lepidoptera ) 大 
AIRF Saturniidae) ,是 我 国 特有 的 泌 丝 昆虫 , 芋 丝 
可 应 用 于 纺织 国防 、 医 疗 等 领域 ,幼虫 、 肾 及 成 虫 均 
可 食用 ,同时 梓 春 也 是 重要 的 以 晴 请 育 的 模式 昆虫 
之 一 , 梓 奏 沛 育 生 理 及 相关 人 研究 可 为 其 他 鳝 翅 目 昆 
虫 的 研究 提供 参考 。 梓 三 是 清 育 的 发 生 受 幼 虫 期 万 
其 是 大 和 在 期 光 周 期 影响 , 短 光 照 ( < 14. 5 h) 有 利于 
丁 答 晴 沛 育 , 同 时 长 光照 ( > 14.5 h) 光 周 期 也 影 啊 
FE BE A ERR CARA), 2003) , FAMY S JG, 
其 体内 粮 人 代谢 发 生变 化 , 糖 原 与 海棠 糖 相互 转化 以 
帮助 其 度 过 浏 育 期 ( 陆 明 贰 等 , 1992) , TES H 
Kii A BRIKKE WRA BIRR, A RFE 
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REA HRE a t2 [E fit A ORA HERPES FU] 
梓 春 浏 育 期 碳水 化 合 物 代 谢 机 制 莫 定 基 础 。 因 此 分 
Bri E Sh T BI SERRE E Tc ilte A LEE P E EE 
化 ,人 研究 株 青 海棠 糖 合 成 酶 基因 及 其 在 沛 育 解除 过 
程 中 表达 规律 ,对 于 解析 丁 盘 海棠 糖 与 沛 育 解除 的 
关系 具有 重要 意义 。 

本 研究 元 隆 了 丁克 海棠 糖 合成 酶 基因 ,人 研究 了 
该 基因 在 梓 重 幼虫 各 组 织 的 分 布 情况 RV] Y TES 
肾 解 除 祁 育 过 程 中 海藻 糖 合成 酶 基因 的 表达 模式 ， 
可 为 揭示 梓 奏 解除 证 育 过 程 中 体内 糖 类 物质 调控 机 
理 提 供 数据 文 持 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 处 理 及 取样 

供 试 二 化 性 梓 重 品种 为 “ 选 大 工 吕 ”, 由 沈阳 农 
业 大 学 析 友 人 研究 所 保育 。 选 取 5 龄 第 4 天 幼虫 的 体 
壁 、 肌 肉 、 丝 腺 、 脂 肪 体 、 卵 介 / 精 桌 、 马 氏 管 中 肠 及 
血 淋 巴 等 组 织 ,3 头 为 一 组 混合 , 共 取 3 H, ARA 
速冻 ,于 一 80C 冰 箱 储存 用 于 组 织 表 达 谱 分 析 。 

AHERE i REO" UK 1 写 ” 沛 育 肾 ,每 日 采 
用 300 Ix 照度 光照 诱导 解除 沛 育 , 光 周 期 为 
17L: 7D, 每 5 d 解 训 取 脂肪 体 组 织 ` 血 淋巴 ,直至 解 
除 学 育 羽化 为 止 ,3 头 为 一 组 , 共 取 3 组 ,以 液 氮 速 
冻 , 于 一 80C 冰 箱 储存 ;为 取 上 自然 光照 (12L: 12D) 处 
理 为 对 照 。 
1. 2 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 RNAiso Plus , PrimeScript"" Ist 
Strand cDNA Synthesis Kit, PrimeScript"" RT Reagent 
Kit with. gDNA Eraser, SYBR Premix Ex Taq 、 






































pMDI8-T 载体 等 购 自 大 连 宝生 物 工 程 有 限 公 司 , 胶 
回收 试剂 盒 质粒 小 提 试 剂 盒 及 EasyTaq DNA 聚合 
酶 购 自 康 为 世纪 生物 科技 有 限 公 司 ,其 他 试剂 均 为 
国产 分 析 纯 ,引物 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 
限 公 司 合成 。 
1.3 RNA 的 提取 及 cDNA 的 合成 

总 RNA 的 提取 参照 RNAiso Plus 说 明 书 进行 ， 
以 球 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 所 提取 的 RNA 质量 ,并 采用 
Nanodrop 2000 微量 紫外 分 光 光 度 计 测定 RNA TK 
度 。 按 照 PrimeScript " 1st Strand cDNA Synthesis Kit 
说 明 书 方法 合成 第 一 链 cDNA，- 20 保存 。 实 时 
定量 表达 分 析 所 用 cDNA 则 依照 PrimeScript ”RT 
Reagent Kit with gDNA Eraser 说 明 进 行 第 一 链 cDNA 
的 合成 。 
1.4 FEX TPS 基因 的 克隆 

依据 本 实验 室 建立 的 梓 乍 中 肠 转 录 组 数据 , 咕 
WIEREN NE AR S E a AG Unigene 序列 ,利用 
Primer Premier 5. 0 软件 设计 引物 ( 表 1)。50 uL 
PCR 反应 体系 :cDNA 模板 2 pL, 上 /下游 引 物 各 
2 uL,EasyTaq DNA 聚合 酶 2$ uL ,补充 水 至 总 体系 
50 pL。 扩 增 程 序 :95%C 预 变 性 3 min;95*C 30 s, 
55*C 30 s,72%C 45 s, 循 环 34 次 ;72% 延伸 $ min, 
PCR 产物 经 1.2% 珠 脂 糖 凝 腕 访 检 测 , 扩 增 产物 经 快 
速 凝 腕 回收 试剂 盒 回 收 后 连接 pMD18-T 载体 并 转化 
KITA Escherichia coli DH5a ,阳性 克隆 经 菌落 PCR 
验证 无 误 后 送 上 海 生 工 生 物 工程 有 限 公司 测序 。 
1.5 3' RACE 扩 增 

采用 3 RACE Out Primer 及 特异 性 引物 TPS-3'- 
F( 表 1) 进 行 3' RACE 扩 增 。50 uL PCR 反应 体系 : 
cDNA 模板 2 pL, 引 物 各 2 pL,EasyTaq DNA 聚合 本 
































R1 TPS 引物 名 称 及 序列 
Table1 The primers of TPS used in this study 














引物 名 称 引物 序列 (5 -3 ) 引物 用 途 
Primer name Primer sequences Use of primers 
TPS-F ATGACTAACACGAGTGGAACGAAT TPS 片段 扩 增 
TPS-R GCGTCTTCATCTGTAAGGTCGTC Amplification of TPS fragment 
TPS-3'-F CGACCTTACAGATGAAGACGCTAT TPS 3' 端 扩 增 
3' RACE out primer GGCCACGCGTCGACTAGTAC 3'end amplification of TPS 
Sq-TPS-F TTACACCCTGACGGAAGCAAG TPS ^E xg Œ RT-PCR 
Sq-TPS-R GCGTCTTCATCTGTAAGGTCGTC Semi-quantitative RT-PCR of TPS 
Sq-actin-F CCAAAGGCCAACAGAGAGAAGA 内 参 基 因 半 定量 RT-PCR 
Sq-actin-R CAAGAATGAGGGCTGGAAGAGA Semi-quantitative RT-PCR of reference gene 
Q-TPS-F GGTTTGGACTGGAGCGAGAG TPS 实时 定量 PCR 
Q-TPS-R GAGGAAGCGATGCGGAATG qPCR of TPS 
Q-actin-F ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA 内 参 基 因 qPCR 
Q-actin-R TCTCTCTGTTGGCCTTTGGGTTGA qPCR of reference gene 
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25 kL, 补充 水 至 总 体系 50 kL。 扩 增 程序 :95Y fii 
变性 3 min;95% 30 s,55*C 30 s,72*C 30 s, 循 环 34 
次 ;72 人 CC 延伸 5 mins PCR FA 1.296 Jit ]R We USE Jb 
泳 检测 。 扩 增产 物 经 快速 凝 胶 回 收 试剂 盒 回 收 后 连 
接 pMD18-T 载体 并 转化 已 coli DH 5a, 阳 性 克隆 以 
菌落 PCR 验证 无 误 后 送 上 海 生 工 生 物 工程 有 限 公 
司 测序 ,将 所 得 测序 结果 进行 拼接 。 
1.6 EE TPS 基因 序列 分 析 及 系统 发 育 树 的 构建 

利用 美国 国立 生物 技术 信息 中 心 NCBI 在 线 工 
E. http://www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. html 搜 
索 基 因 开 放 阅 读 框 。 重 日 质 等 电 点 (isoelectric 
point, pl) 、 分 子 质 量 (molecular weight, MW) 氨基 
酸 组 成 和 理化 性 质 等 的 分 析 使 用 http: // web. 
expasy. org/protparam/。 和 有 重 白 质 结构 域 的 预测 使 用 
http://blast. nebi. nlm. nih. gov/Blast. cgi? 
PROGRAM = blastp&PAGE _ TYPE = BlastSearch& 
LINK_LOC = blasthome, 信号 肽 预测 使 用 http:// 
www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/, 利用 http:// 
swissmodel. expasy. org/interactive 进行 同 源 建 模 及 
三 级 结构 预测 分 析 , 器 膜 区 的 预测 使 用 http:// 
www. cbs. dtu. dk/services/ TMHMM/ , 重 白 亚 细 胞 定 
位 预测 采用 http://www. bioinfo. tsinghua. edu. cn 
SubLoc/eu. predict. htm。 利 用 Clustal X 软件 对 同 源 
海 荡 糖 合成 酶 基因 的 氨基 酸 序列 进行 比 对 ,利用 在 
线 工具 http://www. ch. embnet. org/software/ BOX _ 
form. html 对 序列 比 对 结果 进行 处 理 。 利 用 NCBI 搜 
S TPS 氨基 酸 序 列 并 进行 比 对 , 以 中 国 对 是 
Fenneropenaeus chinensis 的 同 源 序列 (GenBank 登录 
&: ACD74843 ) 为 外 群 ,用 MECA 5.0.5 软件 的 邻 
接 法 (Neighbor-Joining，NJ) 法 生成 系统 发 育 树 。 
1.7 TEz TPS 基因 组 织 特 异性 分 析 

VATES TPS 序列 为 模板 设计 半 定 量 RT-PCR 5| 
物 ( 表 1), FER 5 龄 幼虫 各 组 织 cDNA 为 模板 进 
fr PCR 38, PAFA B-actin 基因 为 内 参 。PCR 
反应 程序 :94% 预 变 性 3 min ;94?C 变性 30 5,55€ 退 
Jc 30 s,72% 延伸 15 s,28 个 循环 ;72%C 延伸 10 
min。 产 物 经 1.5% SIRE UE be E DICES: 0 25-1 E UH — 
化 处 理 , 同 时 送 上 海 生 工 生物 工程 测序 验证 。 
1.8 TERRE RJBTEZ TPS 基因 的 表达 

实时 定量 PCR 引物 见 表 1 ,以 去 除 基因 组 DNA 
的 cDNA JERA , XI EBR rs A A [RTT E s 808 8 3 Je 
WE FHER TPS 表达 量 进 行 实时 定量 PCR 分 析 ， 
B-actin 基因 为 内 参 。 人 参照 SYBR Premix Ex Taq 使 
用 说 明 书 配制 反应 体系 及 程序 设置 。 















































L9 数据 统计 与 分 析 
获得 数据 采用 2 -se 法 进行 分 析 , 利 用 SPSS 20.0 
数据 分 析 软 件 ,采用 单 因素 ANOVA 方差 分 析 
Duncan 氏 法 对 数据 进行 处 理 , FEARNE RIR NET 
Bid TPS 基因 的 表达 变化 。 








2 结果 与 分 析 


2.1 TEX TPS 基因 的 克隆 及 序列 分 析 

经 PCR 2 385€ 3' RACE 扩 增 分 别 得 到 片段 大 
小 约 1 900 bp 和 900 bp 的 特异 性 条 带 ( 图 1: A, 
B) ,测序 结果 拼接 后 得 到 梓 重 TPS 基因 完整 ORF 
序列 ,命名 为 ApTPS, 


A 1 M 





bp bp 
TPS 2 000 2 000 
isid 1 000 
750 
750 
du 500 
250 
250 100 
100 





图 1 ER ApTPS 基因 中 间 上 请 段 (A) 和 3 末端 (B) 
PCR 扩 增 的 电泳 图 


Fig. 1 Electrophoretogram of PCR amplification products of 


the intermediate segment ( A) and 3' end ( B) of ApTPS in 
Antheraea pernyi 
M: DL2000 Marker; 1: ApTPS HP Ñ] Hr Ex Intermediate segment of 
ApTPS; 2; ApTPS 3'XR öm Ex 3' end of ApTPS. 


ApTPS 基因 的 ORF 长 度 为 2 487 bp, ,编码 828 
个 氨基 酸 ,3' 非 翻 详 区 为 642 bp, B poly (A) FÉ 
巴 。 和 蛋 日 质 结 构 域 分 析 结 采 表 明 ,ApTPS 有 两 个 保 
守 功 能 区 :TPS (第 22 - 497 位 氨基 酸 ) 和 TPP( 第 
532 -772 位 氨基 酸 ) (图 2)。 

生物 信息 学 分 析 结 果 表 明 ,Ap7TPS gi 3 S En 
的 分 子 量 为 93.19 kD ,等 电 点 为 4.61。 无 信号 肽 ， 
无 跨 膜 区。 二 级 结构 预测 表明 , ApTPS 的 wa- 螺旋 
( alpha helix) 、 延 伸 链 ( extended strand ) 及 无 规则 卷 
H (random coil ) 的 比例 分 别 为 40. 196 , 15. 796 和 
44.2% ,生日 质 亚 细 胞 定位 预测 该 重 日 位 于 细胞 质 
中 。ApTPS EK 3D 结构 同 源 建 模 基 于 luqu, 氨基 
酸 序列 一 致 性 为 39.64% (图 3)。 
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ATGACTAACACGAGTGGAACGAATAGTGTCAGTCGACCCGCGTGCAATAGCAAAGCGAGCATGATCGTCGTTTCCAATAGGTTGCCTTTT 
MTNTSGTNSVSRPACNSEKASSMBIIIIBSSSSSSASUV 
ATACTCAAGAGAAATGAGAAAACCGGTGAATTAGAAAGAAAAGCCAGCGCCGGGGGCTTAGTGACAGCAGTGGCACCGGTGGTGATCAGA 
DOL O KORON DOKE Ie eee de aote A V E R 
GGCAATGGAATCTGGGTTGGCTGGCCGGGTATACATCTCGAAGACCCTAACGAGAAGATCCCAGAGTCTGATCCTAAAGACAAAACACCT 
pO TNR EOe DD 
ACCGCTGGATTATTATCCAACAAGATTGTCCCGATACGTGCTGAGCCAAAACTCTTCGACAGCTACTACAATGGGTGCTGTAACGGTACG 
TAC SL S N LR E O A e e e R S e A e G E ESSE 
CTCTGGCCGCTGTTCCACTCTATGCCGGACCGAGCCACTTTCATCGCGGACCACTGGAAGGCTTACGTGAAGATAAATGAAGAATTCGCA 
ESCRIBE BA dear xb ET 
GAGAAAAGTGTCCACGCCCTGAATCTACTCAAAGAAAACAAAGAAAAGAATCCACCCTCCGCGCCGATCATTTGGGTACATGATTACCAC 
RS 
CTCATGTTGGCTGCTAATTGGATCAGACAGAGAGCTGAGGAAGATGATCTTAAATGCAAACTGGCATTCTTTTTGCATATACCCTTTCCA 
e M A RA DD E E A e a a e E E e R de 
CCTTGGGATATATTCAGACTGCTACCGTGGTCTGATGAAGTGTTACAAGGCATACTTGGCTGTGATATGGTCGGATTTCATATAACGGAT 
ESSE UERSUM esent ER ED 
TACTGTTTGAACTTTATCGATTGTTGCCAAAGAAACTTGGGATGTCGTGTCGATAGAAAGAATCTACTTGTCGAGTTGGGAGGCCGAACC 
YOG b M SD tore Nav. i eb ee Ro NORIS UU EIC SEP 
ATTTGTGTTCGTCCATTACCGATCGGCGTACCATACGATAGGTTTGTGCAATTGGCACAGAACGCGAAACCGGTGCTCTCTACAAACCAA 
EE ee SED AN epa SCIENS 
AAAGTCATATTGGGAGTCGACAGACTCGACTATACCAAGGGATTAGTGCACAGACTGAAGGCTTTCGAGAGACTGTTGGAAAAGCATCCG 
by rw imb PIED SCELERE pt ESGR BRINSB 
GAACATATTGAGAAAGTGGTACTACTGCAGATCTCTGTACCGTCTAGAACGGACGTGAAGGAATATCAGGATCTAAAGGAAGAGATGGAC 
Lon EM 
CAACTTGTTGGTAGAATAAACGGTAGATTTACGACACCGAACTGGTCCCCTATTAGATATATTTACGGTTGCGTGGGTCAAGAGGAGCTG 
Ornibo OG T RSCIERN Ee bonETPTP I NWebscp Tem orc VO ESSECOTS 
GCAGCGTTCTACAGAGACGCGGCGGTCGCGTTGGTGACCCCGCTTAGGGATGGTATGAATCTCGTCGCGAAAGAGTTCGTCGCCTGCCAG 
A ES 
ATCAACAAACCACCAGGAGTATTGATATTGTCACCATTCGCCGGTGCCGGGGAGATGA TGCACGAAGCACTCATCTGCAATCCATATGAA 
LOCNMSS PRACT TEE Sp Eae MM NNE 
ATTGATGAATCCGCTGAAGTCATTCACAGAGCGTTAATAATGCCGGAGGACGAGAGAATAGTCCGTATGAATCATTTAAGGCGGCGGGAA 
了 
CAGCTGAATGATGTTGACAGTTGGATGAAGGCTTTTCTCAAAGCGATGGACTCCTTAGAAGAGGAAGCTGATGACATCGGTGCTACATCC 
R S L E EEADbDbDIGATS 
ATGCAGCCAGTCACTATTGATGACTTTGATGAGTACCTTTCCAAGTATATCGGATACACGCAAAAGTTGGCTCTTCTCCTAGACTATGAC 
MQ PV T GE dde DE YL SS ges. v 








GACGTCTATATTGCTATAATATCGGGACGTAACGTTGAAAACGTAAAGAAAATGGTGGGCATAGAAGGCATCACGTACGCCGGTAACCAC 
MRM Nd 

GGGCTCGAGATCTTACACCCTGACGGAAGCAAGTTCGTCCATCCGATGCCAATGGAACTGCAGGACAAAGTTGTCGAACTCCTGAAATCG 

MESSI MM 








1891 CTGCAGGAACAGGTATGCAAAGATGGAGCATGGGTGGAGAACAAGGGTGCGTTATTGACCTTCCACTTCAGAGAGACTCCGGTAGCAAAA 


631 
1981 
661 
2071 
691 
2161 
121 
2251 
751 
2341 
781 
2431 
811 
2521 
2611 
2701 
2791 
2881 
2971 
3061 


B 
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edm avere TAEA E EN KO A E EER Ak 

CGTGCCGCCCTTGCGGAACAAGCGCGTAAGCTCATCACAGCGGCCGGATTCACACCTGCGCCTGCGCACTGTGCGCTGGAGGCACGCCCG 
De Oe Se | A A NGR 

CCCGTCCAATGGGATGAAGGTCGCGCTTCTATTTACATCTTGAGAACAGCATTCGGTTTGGACTGGAGCGAGAGAATCAGGATCATTTAT 








EE RA RA De Ee EASISSHI 
GCTGGTGACGACCTTACAGATGAAGACGCTATGCTGGCTTTAAAGGGTATGGCGGCTACATTCCGCATCGCTTCCTCACATATAACCAAA 








A E BA MA MA A SESSEL 
ACGTCTGCTGAGCGACGTCTCTCATCGACGGATTCTGTGCTCGCGATGCTCAAATGGGTCGAGCGACATTTCTCTAGACGCAAGCCGAGA 
HF Ss R R K P R 
GCGAACTCGCTAACTTATAAAAACGCGAGGAAAGCGAGGGACACCATACAGACGCACATGTCTTATCAGATGCCGGCAAAAACATCGCCA 
A N 5 L T Y K N A.R. K A KR D T. 1 GQ T HM 5 Y Q.M P A KT Ss PF 
AAGCCGTCTCCGCCTCGCACCCCGGAAAAGTTATCGAGCGGCTCAGAGTCGAATTAGTCATTTCGATAAATATACTTTTCAATTATACAA 

KP SPPRTPEKLS SGS Es N* 
CATTATAAAGAGTTAGATCATTTCCAGGCTTATTAGATTTCAGTCATTTTTTGATTAGGTCCCTTTATATCTCACTGCTGAGTTATATCG 
TGCTTTCCATGACATATGATCTAGGAACCATTAGAACCTAGGAATTCTATCTTTATTTTCTTTATAACTTCATTAGGAAGTCCTTATAAA 
TAAGAATTTGAGGTTATGTGACATTTGACGCATTTTTGCTTAGCTTTTGAAGCTTGGAGGCTACATACCATTGATGCGGTTGAT AAACCT 
ATCATGAATTTGATAGCCATCTAATTCAAATAAAATAATTGTTAGTTTTAAGGCAGTATTCCAGGCTTATTACTGCCTCCATTAACATCT 
GTTAACTGATGTTAATAAGGCCAATAGACCTATGACATGTCATTTAAAAGTATGAAAGAGCACACCACATCAATCTTTTTTCATCTTTTG 
AGGTCCTATCGTTACAGTTAAGCCCTTTGAACATCTATGTCATCTTTTCAATAAATTGATATTCATATCTCACTTGTTACCAAAATATAC 
TITGGCCTTTTTTGGCAATAGGTTATCAATGGCAAATGACTTTGCGGTGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
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| TPS (22-497 aa) | | TPP (532-772 aa) | 


图 2 FER ApTPS ÆN WIE BR PIRE SE B SERA 91 CA) I Ez E A DIST UU BE TC B) 
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Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences ( A) and the conserved domains (B) of the encoded protein of ApTPS 


灰色 阴影 表示 TPS 结构 域 


shaded in black. 


in Antheraea pernyi 


,黑色 阴影 表示 TPP 结构 域 。The conserved domains of TPS are shaded in grey, and the conserved domains of TPP are 


9 HH 
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2.2 ApTPS 同 源 比 对 及 系统 进化 分 析 

利用 ApTPS 基因 推测 所 得 筑 基 酸 序列 在 
GenBank 数据 库 中 搜索 昆虫 海江 糖 合成 酶 序列 并 比 
对 分 析 , ApTPS 5 &b zx qx Spodoptera litura TPS 
(GenBank 登录 号 : ADA63844.1) Æ. Kill Locusta 
migratoria TPS( GenBank 登录 号 : ABV44614. 1) , i 
[C dà y Anopheles darlingi TPS ( GenBank 登录 号 : 
ETN66003. 1) 氨基 酸 性 分 别 为 92% , 7196 和 
76% (图 4) , 

采用 从 NCBI 数据 库 中 搜索 到 的 来 目 15 种 不 


























图 3 TUM Ede ApTPS 蛋白 三 维 结构 同 昆虫 已 知 的 海 汇 糖 合成 酶 氨基 酸 序列 构建 系统 进 
Fig. 3 Predicted three-dimensional structure of ApTPS 化 树 , 以 中 国 对 是 enneropenaeus chinensis 同 源 TPS 
in Antheraea pernyi 序列 ( GenBank 登录 号 : ACD74843) 为 外 群 进行 系统 
S. litura 1 | CODD 
A. pernyi 1 | ir senec pm oca 
L. migratoria 1f ] S dx d) E a AEK 
A. darlingi 1 1 ER; JUST |y 
consensus ] akok p f FIE KK .. E aok, 米 k, k (——— Ok, okokokokolokolotolololok, elelelelololok, dok, o ok ok, , %4 xx. 


S. litura 101 
A. pernyi 101 


L. migratoria 101 fi 


A. darlingi 101 


consensus 101. 


S, litura 201 
A. pernyi 201 
L. migratoria 198 
A darlingi 199 
consensus 201 


S. litura 301 
A. pernyi 301 
L. migratoria 298 
A. darlingi 299 
consensus 301 


S. litura 401 
A. pernyi 401 
L. migratoria 398 
A. darlingi | 399 
consensus 401 


S. litura 501 | 


A. pernyi 501 
L.migratoria 498 


A. darlingi | 497 | 


consensus 501 


S litura 601 
A. pernyi 601 


L. migratoria 598 W 
A. darlingi 591 W 


consensus 601 


S. litura TOL | 


A. pernyi 101 | 


L.migratoria 698 | AB 


A. darlingi 697 | 
consensus 101 


Fig. 4 
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Multiple alignment of amino acid sequences of TPS proteins from Antheraea pernyi and other species 





TPS 序列 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of TPS proteins and their GenBank accession no; S. litura; 4 XX IR Spodoptera litura, ADA63844.1; A. 
pernyi: TEf& Antheraea pernyi, KU977454 ; L. migratoria; 东亚 发 蝗 Locusta migratoria, ABV44614. 1; A. darlingi: 达 氏 按 蚊 Anopheles darlingi, 
ETN66003.1; consensus; 共有 序列 Consensus. 
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2.3  ApTPS 基因 组 织 表达 谐 

采用 半 定 量 RT-PCR RER 5 龄 幼虫 各 组 织 
中 ApTPS 基因 的 表达 量变 化 ,作答 各 组 织 中 除 在 脂 
肪 体 的 表达 量 较 高 外 ,在 体 壁 、. 肌 肉 S EAE iA B 
琳 及 血 淋 巴 中 也 有 表达 (图 6) 。 


Als Eus Drosophila melanogaster (NP. 608827.1) 
HE Drosophila simulans (ABH06643.1) 














Hti Delia antiqua (FW99833.1) AG H 
家 由 Musca domestica (A1C64309.1) Diptera 
i^ filix: Anopheles darlingi (ETN66003.1) 
Sir fis Bell Culex quinquefasciatus (XP. 001850998.1) 

到 i di HAH 
FASILA Harmonia axyridis (ACL50548.1) EN 
大 红斑 蝶 Danaus plexippus (EHI76070.1) 
A TEE Antheraea pernyi (KU977454) gm 
斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura (ADA63844.1) Lepidoptera 
I SE TE ER Spodoptera exigua (ABM66814.2) 
东亚 飞 蝗 Locusta migratoria manilensis (ABV44614.1) Aag 
HEERE Diabolocatantops pinguis (ACV32626.1) SHUIODISTA 
EE KE Sogatella furcifera (AFK64819.1) Aug 
. Hemiptera 
$ KI Nilaparvata lugens (ACV20871.1) 

PEOR PAHE 

中 国 对 虾 Fenneropenaeus chinensis (ACD74843.1) Crustacea Decapoda 





图 5 析 友 和 其 他 物种 基于 海藻 糖 合 成 酶 氨基 酸 序 列 的 系统 进化 树 
Phylognetic tree based on amino acid sequence of trehalose-6-phosphate synthase (TPS) from 
Antheraea pernyi and other species 
采用 MEGA 5.0.5 软件 的 邻接 法 (Neighbor-Joining, NJ) 法 生成 系统 发 育 树 , 括 号 内 为 TPS 的 GenBank 登录 号 ; 进化 树 分 六 置信 和 度 检 测 利 用 
Bootstrap 进行 (1 000 次 ) ,分 支 上 的 数字 表示 置信 和 度 。The tree was generated by MEGA 5.0 using the Neighbor-Joining (NJ) method. GenBank 


accession no. of TPS is in brackets. The topology was tested using bootstrap analyses (1 000 replicates) , and numbers at nodes are bootstrap P-values. 


Fig. 5 
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组 织 Tissues 
图 6 FEE RT-PCR 检测 ApTPS ÆRE 5 龄 第 4 天 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 谱 (A) 和 相对 表达 量 (B) 
Fig. 6 Expression profile ( A) and relative expression level (B) of ApTPS in various tissues of the day-4 5th instar 
larvae of Antheraea pernyi assayed by semi-quantitative RT-PCR 

1: 丝 腺 Silk gland (SG) ; 2; 体 壁 Integument (I); 3: 肌肉 Muscles (Mu) ; 4: 脂肪 体 Fat body (FB) ; 5; 45 BB 5& Spermaries/ovaries (S/O) ; 
6. Hj [C^ Malpighian tubes (Ma); 7: 中 肠 Midgut ( Mi) ; 8: 血 淋 巴 Haemolymph (H). 
2.4 TENE BARER Bt ApTPS 基因 表 
达 量 变化 

采用 实时 灾 光 定量 PCR dx ZU FE cec vtt 3 8G 
ERitit ET as PRA VS S IER P ApTPS 基因 的 相 
RRE. MRR, AIER PREA IER 
育 ,Ap7PS 相对 表达 量 在 脂肪 体 和 血 淋 巴 中 基本 保持 


稳定 。 长 光照 (1I7L: 7D) 处 理 后 , 梓 重 师 逐 步 解 除 济 育 ， 
处 理 30 d, ApTPS 在 脂肪 体 中 表达 量 显 车 升 高 (P < 
0.05) ,之 后 虽 有 所 下 降 , 但 相对 自然 光 处 理 组 仍 维持 
较 高 水 平 ; 血 淋 巴 中 ApTPS 相对 表达 量 同样 自 30 d 
起 显著 升 高 (P<0.05) ,第 40 天 表达 量 最 高 , 比 脂 肪 
体 表 达 量 最 高 时 间 延 后 10 d, 随 后 逐渐 下 降 ( 图 7)。 
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图 7 株 素 肾 解 除 涡 育 过 程 中 ApTPS 在 脂肪 体 (A) 和 血 淋 巴 (B) 中 的 相对 表达 量 
Fig. 7 Relative expression level of ApTPS in the fat body ( A) and haemolymph ( B) of Antheraea pernyi pupae 


during diapause termination 














本 实验 重复 3 K, RERA PIE +PER (n 23) , 柱 上 不 同 字 母 表示 经 Duncan 氏 多 重 比较 后 差异 显著 (已 < 0.05) ;. This experiment was 


conducted in three replicates and the bar represents the means + SE (n 23) , and different letters above bars show significant difference by Duncan’ s 


multiple range test ( P «0.05). 
* ^A 
3 iit 


海 营 糖 是 昆虫 体内 重要 的 血糖 , 占 昆虫 血 淋巴 
糖 含量 的 80% ~ 90% (Howden and Kilby, 1956) 。 
它 是 一 种 非 还 原 性 双 糖 ,能 以 高 浓度 存在 于 昆虫 体 
液 中 ,其 变化 对 昆虫 碳水 化 合 物 的 摄取 及 体内 营养 
物质 的 动态 平衡 有 积极 作用 (Thompson, 2003 ) 。 
光 糖 作为 一 种 能 量 储备 ,能 为 昆虫 各 组 织带 官 提 供 
能 量 ,如 昆虫 飞行 活动 会 使 血 淋 巴 中 海 滞 糖 被 消耗 、 
含量 下 降 ( Elbein et al., 2003 )。 低 温和 高 温 的 诱导 
35] n] EA fed fs B^ | NET ODER URGERE DS] T] es E E. 
JF CESICRISGH Fs, 2015) , 3x S AED TE 0e CT 
Harmonia axyridis P RIK SUBE BOH [8] ( RAT, 
2012) ,说 明海 深 糖 在 协助 昆虫 抵御 不 民 环 境 中 发 
挥 重 要 作用 。 在 淖 育 型 和 非 浏 育 型 棉铃 虫 中 E 
糖 含 量 有 显著 差异 , 当 注 射 清 育 激素 打破 请 育 后 ， 
深 糖 的 含量 急剧 下 降 (Xu et al., 20090) 。 在 既 具 有 
AE XA EB Delia antiqua 中 也 发 现 了 
这 一 现象 ( Nomura and Ishikawa, 2001; 李 源 等 ， 
2013 ) , FEE i E IMS D VRBE Jes 53 T b E E e A 
互 转化 ,变化 趋势 呈现 明显 的 “镜像 关系 ”( 陆 明 贤 
等 , 1992) 。 表 明海 荣 糖 对 昆虫 的 请 育 和 抗 逆 同样 
具有 重要 的 作用 ,研究 海 党 糖 的 代谢 规律 能 为 揭示 
昆虫 清 育 及 抗 性 机 制 提 供 依据 。 

海棠 糖 合成 酶 是 海棠 糖 合 成 过 程 中 的 关键 酶 ， 
生物 体 通过 调控 TPS 基因 的 表达 量 调节 海棠 糖 含 
量 的 升 高 或 降低 (Clark et al., 2009). H fti fe EG E 






































中 发 现 海棠 糖 合成 途径 主要 为 海棠 糖 合 成 酶 
( TPS) / TRES -6- ERA IR HS (TPP) 途径 ,但 随 着 许多 
昆虫 基因 测序 的 完成 ,目前 仅 发 现 和 克隆 出 TPS 基 
,并 没有 获得 TPP 基因 ( 唐 斌 等 , 2014 ) 。 对 海棠 
糖 TPS/TPP 合成 途径 的 进化 研究 表明 ,部 分 真 核 生 
物 细 胞 中 分 别 对 应 大 肠 杆菌 Oxs4 和 Ots B. 两 个 基因 
编码 的 TPS 和 TPP pj - 8 HB AE DS ,在 长 期 进化 过 
程 中 已 经 发 生 基因 融合 ,由 两 个 外 显 子 共同 参与 编 
公正 核 生物 的 海 尝 糖 合成 酶 ( 杨 艳 和 村 增 波 ， 
2008). KIR và BE IR 3 TE s 18g DDR er JN BE AE DS] 
ApTPS ,其 开放 阅读 框 长 2 487 bp, 编码 828 个 氨基 
HR, cR ELE TAI RA) DT EH] , ApTPS 有 两 个 保守 功能 
区 ,推测 分 别 为 TPS (95 22 — 497 位 氨基 酸 ) 和 TPP 
(第 532 -772 MARR) , xx 53 DIAS (2014) 认为 
Ee IR Th RC LINE D iE CE TE 800 个 以 上 , 包 
括 两 个 非常 保守 的 TPS 和 TPP 结构 域 这 一 结果 相 
一 致 。 从 甜 娄 夜 蛾 中 不 仅 殉 隆 出 包含 TPS 和 TPP 
两 个 保守 结构 域 的 蛋白 基因 (CenBank 登录 号 : 
EF051258) ,同时 克隆 出 仅 包 含 TPS 结构 域 的 TPS 
EHB] (GenBank 登录 号 : FJ792706) , 其 编码 的 
EAKEN 588 个 氨基 酸 ,说 明 昆 虫 的 TPS 基因 有 
可 能 具有 不 同 的 剪接 体 , 可 以 分 别 行使 TPS 和 TPP 
功能 参与 海江 糖 的 合成 。 本 人 研究 中 , 半 定 量 RT- 
PCR 检测 ApTPS ETE XH 2H He x^ E AE, 
ApTPS ÆJ Wis n RA tic es , ax 059 16$ Pe PETER S 
体 中 合成 ,然后 释放 到 各 组 织 相符 。 

光 周 期 是 诱发 昆虫 请 育 最 有 力 的 环境 因 了 于 , 光 
照 对 于 沛 育 的 解除 同样 具有 重要 作用 。 和 采用 17L: 7D 
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光 周 期 1 883 Ix JC HE om BE IR PERSE dec ds A 88 , JG RR 
处 理 7 d Hfi £i ZIK 6096 ;光照 处 理 14 d 其 解 
除 湛 育 率 达 70% ,光照 处 理 28 d 则 达 100% ( 钱 惠 
H, 1978), AJE Gn TPS 表达 量 趋 于 稳定 ， 
而 浏 育 晴 滞 育 前 期 表达 量 较 高 ,进入 滞 育 后 保持 低 
表达 , 清 育 后 期 表达 量 则 又 增加 (Cuo et al., 2015) 。 
本 人 研究 采用 V7L: 7D 9658] 8] Ab Flrts A IPER WB US 
is A ERR , WRR SR Mns S AE ER IE CP IRE EORR Gr 
酶 基因 表达 水 平 的 变化 ,结果 显示 ,Ap7PS XEDA TER 
EHE ROT S MELOS E. PRA CEDE XE DG E T 
Hf ER EC US ARE eg JF gE, B8 48 PIT P 
降 ; 脂 肪 体 中 ApTPS 基因 表达 量 在 光照 处 理 30 d 时 
达 最 高 值 , 血 淋 巴 中 则 在 光照 处 理 40 d 时 达到 最 大 
值 。 这 些 结果 表明 dns S EDS Best mao x AP Hin 
育 期 代谢 活动 相对 稳定 , 随 着 滞 育 的 解除 , 晴 体 内 和 后 
理 代谢 发 生变 化 ,能 量 需 求 逐 渐 增 强 ,需要 海 兴 糖 提 
供 能量 供 其 发 育 。 血 淋巴 中 表达 量 峰 值 比 脂肪 体 延 
后 ,可 能 由 于 脂肪 体 是 海 洽 糖 合成 的 主要 场所 ,在 接 
受 灌 育 解除 的 信号 后 ,477PS 基因 表达 ,海藻 糖 在 脂 
肪 体 中 合成 ,然后 释放 到 血 淋 巴 等 组 织 。 

VE déE— Rh ze DE E rh, [B] HT ul CAE E 
mo ALEME EX E EAR E F — 4E CBE T8] 28 — 2E 
R, A RMB E ACHSE SFERIA LS 
K BRAEKERS , AA FREA , 
且 容 易 病 菌 繁 殖 蔓延 。 因 此 在 一 化 性 地 区 ,如 何 实 
现 “ 一 化 二 放 ” 打 破 一 化 晴 滞 育 具 有 极 大 的 生产 意 
义 及 经 济 价值 。 已 有 研究 表明 , 光 周 期 是 解除 梓 乍 
滞 育 的 有 效 途 径 , 本 人 研究 表明 采用 17L: 7D 光 周 期 
处 理 不 仅 能 够 解除 梓 乍 小 育 晴 请 育 TI HL RE S 
ApTPS 的 表达 。 今 后 应 进一步 研究 ApTPS 的 表达 与 
提高 株 厌 快速 解除 浪 育 关系 的 环境 条 件 及 分 子 机 
理 , 为 人 工控 制 桥 春 滞 育 的 有 效 解除 提供 理论 依据 。 
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